





















free EA  indicating  that  the  spontaneous  structural  transformation upon  immobilization did not 




can  be  applied  as  efficient  reactive  oxygen  species  scavenging  materials  during  biomedical 
treatments or industrial manufacturing processes. 







of  layered Mg(OH)2,  although  a wide  range  of metallic  compositions may  be  achieved  [1].  The 
incorporation of cations of higher charge (Al(III), for instance) leads to the formation of positively 
charged layers. The general formula is stated as [M(II)1–xM(III)x(OH)2][An–∙mH2O], where M(II) and 




[8],  solid  support  for  bioactive  substances  [9,10],  catalyst  carriers  [11]  and  catalysts  in  organic 
reactions [12,13], or in water splitting [14,15]. 
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Intercalation  of  larger  anions,  such  as  biomolecules  of  various  activities,  gives  rise  to  the 









biomedical  as  well  as  industrial  processes,  where  reactive  oxygen  and  nitrogen  species  cause 
significant damage [22–27]. Molecular (or non‐enzymatic) anionic antioxidants, such as polyphenols 
and carboxylic acid derivatives, may also be capsulated  in LDH. Electrostatic  interactions  lead  to 
stable composites. Thus, the intercalated organic materials, e.g., carnosine, gallic acid [20], and 3‐(3,5‐
di‐tert‐butyl‐4‐hydroxy‐phenyl)‐propionic  acid  [28]  maintain  their  radical  scavenging  activity. 
Among  polyphenols,  ellagic  acid  (EA)  has  generated  notable  research  interest  due  to  its  high 
antioxidant  activity  and  potential  human  applications,  e.g.,  treatment  of  liver  diseases  [29].  EA 
commonly occurs in nature and shares from 2–10% (blueberry and currant) up to 75–90% (cloudberry 





EA  and  quercetin  was  shown  to  induce  apoptosis  in  human  leukemia  cells  [33].  Recently,  its 





juice and  relatively  fast disposition of EA was  shown,  and  the better uptake of  its more  soluble 
derivatives  has  been  reported  [37].  The  bioavailability  of  EA  was  improved  by  encapsulation, 
successfully  using  zinc  hydroxide  carrier  [38],  collagen‐chitosan  matrix  [39],  and  hydrophilic 
dendrimers [40] to overcompensate the solubility barrier. However, no comprehensive studies have 










Magnesium(II)  nitrate  hexahydrate  (Mg(NO3)2∙6H2O),  aluminum(III)  nitrate  nonahydrate 
(Al(NO3)3∙9H2O), ellagic acid (EA), 4 M sodium hydroxide solution (NaOH), 1 M hydrochloric acid 
(HCl),  ammonium  acetate  (NH4OAc),  2,2‐diphenyl‐1‐picrylhydrazyl  radical  (DPPH),  copper(II) 
chloride dihydrate (CuCl2∙2H2O), neocuproine (Nc), Trolox (6‐hydroxy‐2,5,7,8‐tetramethylchroman‐
2‐carboxylic acid), methanol (MeOH), ethanol (EtOH), acetone (AC), acetonitrile (ACN), formamide 
(FA), N,N‐dimethylformamide  (DMF)  and  dimethyl  sulfoxide  (DMSO) were  all  purchased  from 
VWR  International  (Radnor, Pennsylvania, USA)  in analytical purity and were used as  received. 























Six  solvents  (MeOH,  EtOH, AC, ACN,  FA,  and DMF) were  applied  to modify  the  surface 
properties of the organic‐modified LDH [43]. In a typical method, the EA‐LDH was synthesized as 
detailed before, and the aqueous washing was followed by a two‐step stirring in 25–25 mL of the 
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Table 1. Antioxidant activity values of the materials investigated. 
Sample  EC50/10–5 Ma  NDPPHb  ε/103 M–1 cm–1c  TEACd 
EA  0.25  11.78  71.0  4.61 
EA‐LDH  8.73  0.34  4.5  0.29 
HT‐EA‐LDHe  ‐  ‐  2.4  0.15 
MeOH‐EA‐LDH  4.19  0.70  14.7  0.96 
EtOH‐EA‐LDH  1.98  1.48  17.7  1.15 
AC‐EA‐LDH  2.17  1.35  17.8  1.16 
ACN‐EA‐LDH  1.61  1.82  15.7  1.02 
FA‐EA‐LDHe  ‐  ‐  1.5  0.10 
DMF‐EA‐LDH  3.01  0.97  17.4  1.13 
aEA concentration needed to decompose 50% of the DPPH radicals. bNumber of DPPH decomposed 
by  1  EA.  cMolar  extinction  coefficient  of  the materials  in  the CuPRAC  assay.  dMolar  extinction 
















UV‐visible  concentration  measurements  were  conducted  on  a  Thermo  Fischer  Genesys 
(Waltham, MA, USA) 10S dual beam spectrophotometer, equipped with a xenon flash lamp and a 
silicon photodiode detector. 
The  specific  surface  area  of  the  LDH  samples was  determined  using  the  BET  (Brunauer–
Emmett–Teller) method by measuring N2 adsorption isotherms at 77 ± 0.5 K with a Micromeritics 
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The  antioxidant  property  of  the  EA‐LDH  was  monitored  in  the  DPPH  (2,2‐diphenyl‐1‐

















For  both  methods,  the  absorbance  values  recorded  at  each  point  were  corrected  by  the 
absorbance  of  the  dispersed  LDH,  as  they  had  a  slight  contribution  due  to  light  scattering 
phenomena. Measurement errors were assessed for both methods by triple repetition at 5 different 


















present. Higher  peak widths  of  the  EA‐LDH  in  comparison  to  the  reference  LDH  indicate  the 
formation of materials with somewhat poorer crystallinity. The intercalation of larger anions often 
leads to significantly increased layer distances [47–50], which may be reflected by the shift of the (003) 
peak  towards  lower 2θ values. A similar shift was present only  to a small extent  in  the EA‐LDH 
diffractogram.  Therefore,  it  is  likely  that  the  guest  EA  ion  is  situated  in  a  planar  configuration 
between  the  layers without  forming  a  pillared  LDH.  Considering  the  usual  interlayer  distance 
reported for Mg2Al‐LDH materials [51], a maximum space of 2.8 Å remains for the intercalants, which 
is large enough for anions with planar or nearly planar shape, such as EA in the present case. Such a 
flat  conformation  of  the  intercalated  substances was  also  recommended  earlier  [52–54].  Such  a 


























LDH  were  identical  to  the  original  EA‐LDH,  indicating  that  the  structure  of  the  intercalated 




lamellar  structure  of  the  host  nor  the  nature  of  the  guest molecule.  Signals  for  the  presence  of 
carbonate traces could be observed in the spectra. However, these molecules did not affect the EA 
intercalation and adsorption processes significantly. 








consisted  of  similar  aggregates  in  solid‐state,  built  up  from  smaller,  irregulate  grains.  These 
morphological properties are common amongst LDH containing Mg(II) and Al(III) metal ions in the 
layers [55,56]. 
To determine  the size of  the  individual LDH particles and of  the EA  intercalated derivatives 
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mass%) and  lower  (14.7 mass%) amounts of  immobilized EA,  respectively. For HT‐EA‐LDH,  the 
source  of  the  higher  EA  content  is  attributed  to  the  more  effective  adsorption  at  elevated 
temperatures. On the other hand, formamide is known as a potential delaminating agent of LDH [57–
59], and thus, a temporary structural disruption might lead to lower EA loading. 
The  overall  high  EA  content  clearly  indicates  that  intercalation was more  prominent  than 
adsorption on the outer surface. This fact is further confirmed by the comparison of the EA and Al(III) 
content of the LDH since one can deduce that approximately 50% of the anion exchanging positions 










a  light‐yellow  solution  of  DPPH‐H, which  does  not  contain  radical. While  bare  EA  in  DMSO 
neutralized the free radicals in a moderate to fast manner depending on the concentration applied, 
the reaction reached a steady‐state with a moderate rate using EA‐LDH as aqueous colloids (Figure 





treatments. Accordingly, EA, ACN‐EA‐LDH,  and  EtOH‐EA‐LDH  showed  high  activity, AC‐EA‐
LDH,  DMF‐EA‐LDH,  and  MeOH‐EA‐LDH  showed  mediocre  activity,  while  low  activity  was 




Scavenging  efficacy  can  be  quantified with  the  effective  concentration  (EC50)  of  EA, which 
correlates with an initial concentration of EA to react with half of the DPPH. This value can be given 
in a dimensionless  form  (proportionate  to  initial DPPH concentration)  to estimate  the number of 
reduced DPPH radicals by one antioxidant moiety (NDPPH, detailed in Equation S3) [45]. The entire 
data measured are displayed in Table 1 and Figure 7. 
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Figure 5. Changes  in DPPH concentration  in  the presence of EA  (dashed  lines) and EA‐LDH  (full 
lines) as a function of the reaction time at 3 different initial antioxidant doses. 
 
Figure  6.  Percentage  of  remaining  (non‐reacted)  2,2‐diphenyl‐1‐picrylhydrazyl  radical  (DPPH)  at 
steady‐state  as  a  function  of  the  EA  concentration  applied.  EC50  indicates  the  EA  concentration 
necessary to decompose 50% of DPPH. Measurements have an error of about 3%. 





























activity  (not shown). The final absorbances were plotted against  the  initial concentration of EA to 
unfold  a  linear  correlation  (Figures  8  and  S8),  from which  the  slopes  give  the molar  extinction 
coefficient (), given the path length was the same. Note that higher  indicates higher antioxidant 
activity. 
Antioxidants 2020, 9, 153  11  of  15 
 






analog of vitamin E,  = 15400 M–1 cm–1 under  the experimental conditions applied  in  the present 
study) [46]. Thus, Trolox served as a reference material within the CuPRAC assay (Figure S9). This 
value  is  called TEAC  (Trolox  equivalent antioxidant  capacity), and  the  corresponding values are 
shown in Table 1 and Figure 7. 
Similarly  to  the DPPH  test,  the solution of EA showed  the best results with  the TEAC value 
almost 5. Although intercalation decreased the reducing potential, the majority of AMOS‐T EA‐LDH 
was more active than the reference material Trolox. One plausible explanation is that the positively‐
charged  Cu(II)Nc2  complex  had  a  lower  driving  force  to  enter  the  interlamellar  space  due  to 
electrostatic repulsion with  the brucite‐like  layers. This repulsion might also  lead  to a reaction,  in 
which the organic anions closer to the crystallite edges react more readily with the Cu(II) complex. 
The  potential desorption  of  the EA  from  the  carrier LDH was  assessed  under  test  reaction 
conditions. It was concluded that typically 1–3 mass% of immobilized EA leaked from the LDH, with 
the  exception  of AC‐EA–LDH, which  released up  to  6 mass%  of  its EA  content  (Table  S4). The 
desorption was  followed  for  60 min,  and  the materials  showed different  characteristics, namely, 






also  possessed  a  higher  specific  surface  area  (generally  above  150  m2  g–1),  resulting  in  better 






















reducing Cu(II)Nc2 complexes,  indicating  their high antioxidant activities. Upon  intercalation,  the 
modified LDH still acted as strong agents in the DPPH scavenging test reaction with 60 min reaction 




the  hydrophilic  LDH  shell  served  as  a  protective  environment  to  use  this  antioxidant without 
significant chemical modifications in aqueous media in higher concentrations. Therefore, the hybrids 
developed are promising candidates as in vitro and in vivo test materials against oxidative stress and 

















S2: Characteristic  IR bands of  the solids  investigated, Table S3: EA content and specific  surface area of  the 
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